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抗癌剤 と光力学的療法と の 併用療法の基礎的研究と して ， KK－47膀胱癌由来培養細胞の試験管内
に お け る ア ド リ ア マ イ シ ン くadria mycin， A DMl の 取 り 込 み と 殺細 胞効 果 に 対 す る 光 増感 剤
くhe m atopo rphyrin deriv ativ e， HpDI を用 い た 光力学的療法の併用効果を検討 した ． K K－47培養細胞浮
遊液 5 mlく50 cellslml に ， 100JL glml 濃度の HpD と0．5JL gノml 濃度 の A D Mを それ ぞれ ， 30分間
接触処理 した ． A D Mと HpD の投与順位 の差 ， つ ま り ， く1仏D M 30分間持続処理 4 時間後 に HpD を
投与 ，く2JHpD 30分間持続処理 4時間後 に A D Mを投与
，
t31A D M と HpD の 3 0分間同時持続処 理投
与 ， で の 細胞内 HpD 濃度の変化 を HpD の蛍光強度か ら 外挿 して行 っ た ． その 結軋 HpD の 細胞内取
り込 み は
，
投与順序刷 くく1 くく3旭川引こ高く な り ， く1はく2け は投与 A D M濃度の増大と共 に HpD 取 り込
み は減少 し た ． 次 に ， A D Mと HpD の 投与順位 の 適 い に よ る A DM の殺細胞効果 を コ ロ ニ ー 形成法 に
よ り検討 し た ■ そ の 結果 t A D Mの 殺細胞効果 はt2lく 旧 くく3励順 で HpD に より抑制さ れ た ． さ ら に ，
両薬剤併用時の レ ー ザ ー 光 照射 に よ る 光力学的殺細胞効果に つ き検討 し た ． そ の 結果， A D Mの 低濃度
域 に お い て ， 630n m ア ル ゴ ン色 素 レ ー ザ ー 光照射時の出猟 48 ．0お よ び514．5n m ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光
照射時のく1旭 よ びく3僻 に お い て A D M単独群お よ び HpD 単独群 に 比 し ， 相乗的殺細胞効果の 増大が認
め られ た ． す な わ ち ， A D M と HpD の 投与順位 の適 い に よ り両者 の細胞内濃度 の間 に 変動 が認 め ら
れ ， こ の こ と が 抗癌剤と レ ー ザ ー 光照 射 に よ る光力学的治療と の 併用 効果に 関与し て く るも の と 考え ら
れ た ． 従 っ て ， A D M取り込 み後 に HpD を投与し ， 光照射 を行う こ と に より A D Mと光力学的療法 と
の 最 も良好 な併用効果が得 られ る もの と考 えら れ た ．
瓦ey w o rds adria mycin， he m atopo rphyrin de riv ativ e， Che m othe r apy，
photodyn a mic the rap y， a rgOn－dye las er
最 近 ， 光 力 学 的 療 法 くphotodyn a mic ther ap y，
P D TI が癌治療法 の 一 つ と して 注目さ れ ， 臨床各科に
おい て 研究が 行わ れ て い る1－21． しか し光力学的療法 は
癌の 局所療法 であ り ， 悪 性腫瘍 を全身疾患と して み た
場合 ， 抗癌化学療法な どの 全身療法 と の併用 が考慮 さ
れ る べ き で あ る ■ ア ド リ ア マ イ シ ン くadria mycin，
A D叩 に よ る抗癌化学療法 と ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 誘
導体 くhe m atopo rphyrin de riv ative， HpDl に よ る
PD T の併用効果 は A D M と HpD の 投与方法 ， 投与
順序つ ま り こ れ ら両者 の薬剤の 細胞内取 り込 み に よ っ
A bbr eviatio n s ニ A DM ， adria mycin三
photodyn a mic the rap y
て影響さ れ る こ と が 予測 さ れ る ． し か し なが ら
， 現在
まで の と こ ろ ， こ の 併用 効果 に お け る両薬剤の 投与順
序と細胞内取 り 込 み と の 関係 は ほ と ん ど検討 さ れ て い
ない ． 従来 よ り ， 我々 は HpD および A D Mの 細胞内
取 り 込 み に つ い て 報告 し て き た3 州 ． そ こ で 今 回 ，
A D Mと HpD の 併用 時の 投与順序 と細胞内取 り込 み
の 関係 を明 ら か に し た上 で
，
アル ゴ ン レ ー ザ ー お よ び
色素 レ ー ザ ー 光 照射 に よ る ヒ ト膀胱癌由来培養細胞
K K－47
7 州 に 対 す る殺細胞効果 を検討 し ， 抗 癌化学療
法と光力学的療法 と の併用 効果の 臨床応用 へ の 基礎研
HpD， he m atoporphyrin de rivativ eニ P D T，
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究 を 行 っ た の で報 告す る ．
材料お よ び方法
工 ． 材 料
HpD す な わ ち tP hotofrin IIJ は P hotofrin M edi－
c al 工n c． ，くRa rita n， NJ． ， U S A二 浪度 は2．5m glml， 主成
分 dihe m atopo rphyrin ether sを75m gノ30ml 含有ナの
製品を使用 し た ． ま た ア ド リ ア マ イ シ ン くA D Ml は
く協和発酵く株1， 東京Iか ら供給 さ れ た も の を使 用 し
た ． 培養細胞 K K－47 は当教室 に て ヒ ト膀胱癌患者 よ り
摘出 した腫瘍組織 を培養樹立 し た移行上皮癌細胞株 で
ある 7ト瑚
工工 ． 方 法
1 ． 培養細胞お よび 培養方法
K K－47細 胞 は20％牛胎児血清 くM icr obiologic al
As so ciates， M D， U S Al と 抗 生物 質 と し て ka n a－
m ycin s ulfate50FLgノml を含有 した80％ Ha m F－12培




Cに て 閉鎖培養 した も の を実験 に 供 した ．
2 ． 培養細胞 KK－47細胞 に お け る A D Mの 取 り 込
み
K K－47培養細胞 に20ノJ gノml の A D Mを30分間接触
処理 した後 ， 蛍光顕微鏡写真撮影 と蛍光 ス ペ ク ト ル 測
定 を 行 っ た ． 測 定 に は ， 蛍 光 顕 微 分光 シ ス テ ム
I M T 2－S R F型 くオ リ ン パ ス く株I， 東京1 を用 い た ． 励
起光 と して Gr ee n，ba nd のバ ン ドパ ス フ ィ ル タ ー を 併
用 した高圧水銀 ラ ン プ を 用 い た く540n mト
3 ． K K－47細胞 に お け る A D M共存下で の HpD の
取 り 込 み
K K－47細胞浮遊液 5 mlく10
4
c ellslml に ， 1 00JL gl
ml 濃度の HpD と0．5JL glml 濃度 の A D M を， 以下
の順序で持続接触処理 し た ． く1ユA D M 30分間持続処理
4時間後 に BpD を30分間持続処理 ，く2旧 pD 30分間持
読処 理 4 時間後 に A D M を30分間持続 処 理 ， く3さ
A D Mと HpD の 同時30分間持続処理 ， を 行 っ た ．
3 7
0
C， 5 ％炭酸 ガ ス 培 養器 中で3 0分 間 の培養後 ，
1，500rpm で 3分 間遠心後 ， F C．20に て 2 回洗浄 し， 培
養液 5 ml に 再浮遊 させ ， 細胞 内 HpD の蛍光強度 を蛍
光分光光度計 日立85 0く日立 く株I， 東 京一 に て 測定 し
た ．
4 ． K K－47細胞 に 対す る A D M単独お よび HpD 併
用 A D M の殺細胞効果
KK－47細胞浮遊液く500c elslml を 5 mlずつ フ タ 付
き ポ リ エ チ レ ン 製 短試験管 くCo r ning， Co ． ， Calif．，
U S Al に 分注 し ， 各種濃度 の A D Mを加 え37
0
Cで30分
間処 理後 ， 1，5 00rpm で 3 分間遠心す る ． つ い で 5
ml の F C－20培養液 に 再浮遊 させ ， 組織培養平板60X
15m mくFalc o n， Calif． ， U S AJを用 い て ， 植 え込 み細胞
数500c ellsldish と して， 5％C O2， 3 7
0
Cに て14 日間静
置培養 を行 い コ ロ ニ ー 形成法1 佃 に よ り 細胞生残率 を
求 めた ． つ い で ， 100FL glml 濃度 の HpD を3 7
0
C で
30分間取 り込 ま せ ， 両薬 剤 の 取 り 込 み 順序 を変 え て
Fig． 1． Flu o r e s c en c ephoto mic r ogr aph sho wing A D M
－C O ntaining K K－4 7c ells．
光力学的療法 と抗癌化学療法と の 併用 効果
HpD 共存下に お け る A D Mの 処理 を行い ， その 併用
殺細胞効果 に つ い て も同様 に コ ロ ニ ー 形成法に よ り細
胞生残率 を夢出し た ．
5 ． KK，47細胞 に 対 す る HpD を用 い た P D T の殺
細胞効果
500cellslml 濃度の K K－47細胞浮遊液 5 ml に1 00




30分間処理後 ， 遠心 洗浄
を行う ． つ い で ， 回転式試料固定枠上 で45m WIc m2の
ア ル ゴ ン くM odel 1 70－0 7型1， くSpe ctr a P hysic slnc． ，
Calif． ， U S Alお よ び15m WIc m2 の ア ル ゴ ン 色素 レ ー
ザ ー くM ode1 375－03J， くSpe ctr aP hysic sIn c．Jを用 い て
それ ぞ れ30秒く1．35J ノc mり， 6 0秒 く2．7JIc mう， 90秒
く4．05J Ic mり， 120秒く5．4J Ic mり光照射 を行 っ た ． 照
射後 ， 5 00cellsノdish の植 え込み 濃度 と して ， 2週間炭
酸ガ ス 培養を行 い ， コ ロ ニ ー 形成法に よ り細胞生残率
を求め た ．
6 ． K K－4 7細 胞 に 対 す る AD M の 抗 腫瘍効果 ，
A D M お よ び HpD 併用 に よ る光力学的殺細胞効果
t 500cellslml 濃度 の K K一紙胞浮遊液5ml に10 0p gl
ml漉度 の HpD お よ び0．5JJ glml濃度 の A D Mを処
理順序 を変 え て それ ぞれ370Cで30分間取 り込 ませ る ．
遠心洗浄後 ， 上 記と 同様の レ ー ザ ー 光 強度 お よ び照射
時間 に て光照 射 を行 っ た ． 500c ellsldish の植 え込 み演
度で ， 2週間炭酸ガ ス 培養後 ， コ ロ ニ ー 形成法 に よ り
細胞生残率 を算出 した ．
成 績
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Fig． 2． Flu o re s cence spe ctr a of A D M in c o rpo －
r ated into K K－47 c ells at e a ch e x citati。n
W a Vele ngth－ T he c ells w er e e xpo s ed to l O
FL glml A D M fo r30min at37OC． a． u ． ニ a rbi．
tr a ry u nit．
1137
K E－47細胞 を蛍光頚微鏡下に 観察す ると 図1 に 示す ご
と く A D Mの 赤色蛍光 は主と し て核 を 中心 に 分布 し
て お り ， 細胞質内 に お い ても 軽度の A D M蛍光 が観察
さ れ た ．
工王 ． 細胞内 A D Mの 蛍光発光ス ペ ク トル
蛍光顕微鏡下 に 緑色の 波長で励起 し た 際の 細胞内
A D Mの 蛍光発光 ス ペ ク トル を測定 した 結果， 588n m
を ピ ー クと し554 お よび628n m に sho ulde r を有 す る
蛍光発光ス ペ ク トル が 観察さ れ た く図 2J．
III． K E．47細胞 に よ る A D M共 存下 で の HpD の 取
り込 み
K K．47細胞 に対 す る A D M， HpD 両薬剤 の投与順序
の違い ． つ ま りく1月刑 AD M 30分間持続処理 4 時間後
に HpD を30分間持続処理 ，く2葺刑 HpD 30分間持続処
理 4 時間後 に A D Mを3 0分 間持続処 理 ， く3 群J
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Fig． 3． Flu o r e sc e n ceinte n sity of intra c ellula r
HpD． The c ells w er etr eated withthr e ety pes
Of c o mbin atio n of A D Ma nd HpD， く1J A D M
follo wed by HpD tr e atm e nttA D M－－－ン HpdI，
く21H P Dfollo w ed by A D Mtr eatm e ntくHpD－－
－ ン A D Ml， く3I Sim ulta n e o u str eatm e nt with
A D Mand HpD 仏D M＋ HpDI T he c ells w e re
e xpo s ed to lOOp glml HpD a nd O．02， 0．05， 0．1，
0．5， 1．OJL gJ
l
ml A D M fo r30 min at 37
0
C， T he
HpD uptake w as la rge in o rde r of 3ン1 ン2．
Statistic al signific a n c e of differ e n c e s of the
thr e egr o ups is repre s e nted by 米 くpく0．0051
u slng Stude nt
，
s t te st． Me an v alu e fro m 3
e xpe rim e nts 士 S．E．M ．
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HpD の細胞内濃度 を検討 し た く図 3l． 横 軸の A DM
漬度 に 対 し ， HpD の蛍光強度 を縦軸 に 作図 し た ．
A D M濃度が0．02， 0．05， 0 ．1， 0．5お よ び1．0メイ gノml
の 場合の 細胞内 HpD の蛍光強度は 1群 で は それ ぞれ
6．71， 6．92， 6． 78， 6 ．0， 5 ，06， 2 群 で は そ れ ぞ れ
4．88， 4．15， 3．88， 3．2 5， 2 ． 那 ， 3 群 で は そ れ ぞ れ
6．80， 6．92， 6．80， 6．51 ， 6 ．90 で あっ た ． こ の 結果 ，
く3賃料 ンく1君判 ンく2君判 の順 で HpD の細胞内濃度 は低
く な り ， 3群 の 間 で統計学的有意差 が 認 め ら れ た
くpく 0．0051． く1君割 とく2 雇約 で は投与 A D M濃度の増
大と と も に HpD 取り込 み は減少 した ． 特に く2弓削 で
は A D M の低濃度域 よ り HpD 取 り 込 み の減少が認 め
られ た ． A D M共存下で の 細胞内 HpD 濃度抑制が最
も大で あっ た く2君判 の場合 に お い て ， HpD の蛍光発
光ス ペ ク ト ル を図4 に示 す ． こ の 条件 に お い て は投与
A D M濃度が上昇 する に 従 い HpD の 蛍光強度の 低
下， す なわ ち細胞内濃度 の 低下が認め られ た －
IV． A D M単独 お よ び A D M， HpD 併 用時 の 殺細胞
効果
A D M の抗腫瘍効果に お よ ぼす HpD の作用 を検討
す るた め に ， 各種濃度 の A D M単独処 理時の 細胞生残
率 を横軸 に プ ロ ッ ト し ， A D M単独処理時 の細胞生残
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Fig． 4． Flu o r e sc e n c e sp ctr a of intra c ellula r
HpD tr e ated withく21 HpD follow ed by A D M
tr e atm e nt 田 pD－－ － ンA D Ml at e a ch e x citatio n
w av el ngth． T he cells w ere expo s ed to lOO
FL glml HpD a nd O．02， 0．05， 0．1， 0－5， 1．OJL glml
A D M fo r 30min at 37
0
C． 入 e x． ニ e X Citatio n
W a V el ngth．
率 を縦軸 に 作図 した く図5ン． A D M単独 に よ る細胞生
残率が99．0， 94．9， 76．1 ， 6 ．4 お よ びOt2％の 場合の
A D M， HpD 各併用 群 に お ける 細胞生残率は 1群 で は
それ ぞ れ100， 86．3， 64．0， 9．1， 1．1％， 2群 で は それ
ぞれ89．8， 78．2， 52．0， 11．9， 0．6％， 3群で は そ れぞ
れ108．0． 85．9， 88．2， 23．4， 6．9％ で あ っ た ． こ の 結
果 ， A D M濃度0．5JL glml以 上 に お い て は ， 細胞 生残
率が 1 こ 1 に 対応す る対照群 の 細胞生残率曲線の 傾き
に比 し て い ずれ の 併用群 に お い て も 細胞生残率曲線
くカ ー ブく11， 脚 ， 刷 群ナ の 傾 き は 有意 に 小 で あ っ た
くpく0 ．01ト さ ら に細 胞内 HpD 取 り込 み が 最 も 大 で
あ っ た く3群I の 傾き は最小 で あ っ た ． こ の こ と か ら
HpD は A D M の抗腫瘍効果 を減弱 させ る こ とが 示 唆
さ れ た ．
V ． A D M単独 の 抗腫瘍効果 と ， A D M 言お よ ぴ





































100 5 0 10 5 1 q 5 0J
Su r vivql trq ction く％I
A D M
Fig． 5． Sur viv al c u rv e s of K K
，47 c ells tre ated
with く01 A D M alo n e， く11 AD M follo w ed by
HpD tre atm e nt くA D M
－－－ ン HpDl， く2I HpD
follow ed by A D Mtr e atm ent くHpD－L －
A D MJ，く31Sim ulta n e ou str e atm e nt with A D M
a nd HpD くA D M＋ HpDl， in the da rk． T he
c ells w e re e xpo sed to lOOJL glml HpD and
O．02， 0．05， 0．1， 0．5， 1．Op glml A D M fo r30min
at 37
0
C． Ea ch s ur viving fr a ctio n s of AD M
tr e atm ent of lOO， 94．9， 76．1， 6．4， and O．2％
c o rr e spo ndsto O．02， 0．05， 0．1， 0．5， and l－OFL gl
ml A DM c on c e ntr atio n， r e Spe Ctiv ely． T he
degr e e of cytoto xicity w a shighin o rde r of
2ylン3． Statistic alsignific a n c e．of diffe r e n c e s
of the thr e e gr o ups is r epr es e nted by 楽
くpく0．01 u sing Stude nt
，
s t te st． M e a n v alu e
from 3 e xpe rim e nts士S．E．M ．
光力学的療法と抗癌化学療法と の 併 用効果
ア ル ゴ ン お よ び ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー を用 い て 光照
射を加 え ， HpD と A DM の 光増感作用 に よ る併用 光
力学的殺細胞効果 に つ い て 検討 した く図 6 ， 7ト ア ル
ゴ ン 色素 レ ー ザ ー 光照射時間が30， 60， 90， 120秒の 場
合の A DM ，HpD 各併 用 群に お け る細胞生残率 は 0群
で は それ ぞれ95．1
，





14．3％， 2群 で は そ れ ぞれ
77．6， 73．1， 86－7， 78－2％， 3群 で は そ れ ぞれ79．5
，
70．7， 71．2， 65．3％で あ っ た ． この 結果 ， ア ル ゴ ン 色
素 レ ー ザ ー 63 仙m 赤色光 を照射 した 場合 に はく1瓢 に
お い て ， 図 6 の 対 照 群細胞生残 率 曲線 す な わ ち
A D M単独群 お よ び HpD 単独群に 比 し ， 細胞生残率
曲線 の 傾 き の 増 加 を伴 う 殺細胞効果 の 増加が 認 め ら
れ ， 90秒 以 上 の 照射時間 に お い て は く1葺削 ンく3 委削
ンく2弓削 の 順 で あ り
，
こ の 3群の 間に 統計学的有意羞
が認 め られ た くpく0．005J く図6l． A D M単独群お よ び
HpD 単独群 の 併用 に よ る併用 殺細胞効果 を検討す る
に 際 し
，
先ず ， 両者 の 細胞生残率の 積 を求 め併用 効果
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Fig■ 6， Su r vival c u rv es of K K－47 c e11s after
tre atm ents with HpD， A D M， a nd photoirr adiT
atio n u sing an a rgo n－dye la s e rlightく630士5
n mJ． くOJ A D Malo n e， くい A D M follo wed by
HpD te atm e nt くA DMR T 仙ン HpDJ， く21 HpD
follo w ed by A DM te atm entくHpD－－－ン AD ML
く31 S im ulta n e o u str e atm e nt with A DM a nd
HpDくA D M＋ HpDl． T he c ells w e re e xpo sed
to lOOJL glml HpD and O．5JL gノml A D M fo r30
min at 37
O
C． T he degr e e of cytoto xicity w as
highin o rde r of lン3ン2ニン ． Statistic alsignifi．
C a n C eof diffe re n c e sof the thre egr o ups is
repres e nted by 賞 くpく0．0051 u sing Stude nt
，
s t
test． M e a n v alu efrom 3 e xpe rim e nts士S ．E．M ．
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が こ の 値 で あれ ば相加効果
，
こ の 値以 上な ら ば相乗効
果で ， こ の 値 以下な ら相殺効果と され る 舶 ． 従 っ て 図
8 で 示 す ごと く ， A D M単独群お よ び HpD 単独群 の




群 と し ， 両者の細
胞生残率の 横 を0，，と し て算出す る と く1群いこ お い て
は相乗効果が認 め ら れ た ． 一 方 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー
ザ ー 光照 射 時間 が30， 6 0， 90 お よび1 20秒 の 場合 の
A D M， HpD 各併用 群に お け る細胞生残率 は 0群 で は
それ ぞれ81－6， 63．1 ， 42．4
，





3 ．5％， 2群で は それ ぞ れ91 ．5
，
81■6， 85．1， 79．8％， 3群 で は それ ぞれ30■8， 22．4，
16－6， 6．0％で あ っ た く図7う． こ の 結果 ， ア ル ゴ ン イ
オ ン レ ー ザ ー 光 を照射 した場合に は図 9 で 示 す ごと く
く1 珊 の み な らずく3 貢刑 に お い ても A DM 単独群お
よ び HpD 単独群 に 比 し， 著明な 殺細胞効果の 増大が
認め ら れ － その 併用 効果 は上 記の 基準に 従 え ば相乗的
と考え られ

















Ar 沌 S e rく45m W 化m 2I
打
－ － 一 心 － － －
－
づ2d－ t
a5山gノml A D M
lOOJJglml HpD
Cu rve O． A D M
l． A D M－ ＋ HpD
2． HpD － A D M
3－ A D M＋HpD
O
Ir盈iot思 tim三昆吋 －20
Fig．7． Su r viv al c u r ve s of K K－4 7 c ells after
tre atm ents with HpD， A D M， a nd photoir radi－
ation u sing a n a rgo n la s e rlight く488．O and
514．5n ml． く01 A D Malo n e， く1I A D M follo w ed
by HpD tre atm e ntくA D Mh－－， HpDい 2ナ HpD
follo w ed by A D Mtre atm e nt 旧 pD－－－ ン
A D Ml，く3ISim ulta n e o u str e atm ent with A D M
a nd HpD 仏D M＋ HpDナ． T he c ells w e r e
e xpo s ed to l OOJJ gJ ml HpD a nd O．5JL glml
A D M fo r 30 min at 37
0
c． T he degr e e of
CytOtO Xicity w a s high in o rde r of l 二 3ン2．
Statistic alslgnific a nc e of differ e n ce sfro m the
thre e gr o ups is r epr e sented by 丼 くpく0．005J
using Stude n
，
s t test． M e a n v alu e from 3
expe rim e nts士S．E．M ．
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得 られ た ． こ の 3群 の 間に は統計学的有意差が認
め ら
れ た くpく0． 棚 ． また ア ル ゴ ン イ オ ン レ
ー ザ ー 光照射
に お い て は A D M単独群 に お い て も 図 9 の 対照群細
胞生残率曲線 に示 さ れ るよ う に A D Mの 光 増感
作用
に よ る殺細胞効果が確認 で きた 一
考 察
近軋 光力学的治療くP D Tl は悪 性腫 瘍治療 に 応 用
さ れ つ つ あ り我々
l 囲
も198 2年 以来表在性膀胱癌 に 対
し PD Tを行 っ て きた 一 従来 ， P D T で は2c m 以上 の
膀胱腫瘍 に完全寛解 を得 る こ と は困難である と さ れ
て
ぉ り ， ま たそ れ以下の腫瘍 で も しば しば腫瘍の再増殖
を認 め る
ロ，
． 今 臥 我 々 は抗癌化学療法剤 と の 併用治
療 に お け る P D Tの 有用性 を期待 して その 併用 効果 を
検討 した ． こ の 研 究の目的は抗腫瘍性抗生物質であ る
A D M を抗癌化学療法剤と して用 い る だ け で な く ， 光
増感剤と し て従来よ り用 い ら れ て い る HpD に 併用す
る こ と に よ り光力学的癌治療 の 効果増強を目指す点 に
あ る と考 え られ る ． A D M と P D T の併 用 に つ い て
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Do ugherty
1 8，は A D M と P D T との 併 用 治療 を 受 けた
皮膚腫瘍患者 に お い て は PD T単独治療時 に 比 し ， 正
常部位の 皮膚 を含 め て強 い 皮膚反応が認 め られ たと報
告 し て い る ． 一 方 ， Cowled ら
19一は Le wis 肺癌細胞及
び Raji細胞 を用 い て25JL glml濃 度の HpD 及び20
q
200JL glml 濃度の AD M を同時処 理後白熱電球 に よ
る6 00－ 650n m の 光照射 を行 い ， ク ロ ム 遊 離試験法
くChr o mium r ele a sing a s say 掛 に よ り検討 した 結果
試験管内 に お い て は A D M とP D T の併用 効果は 不良
であ る と報告 し て い る ． 我々 は抗癌化学療法剤 と光力
学的治療 の 効果的な併用療法 を考 え る上 で併 用時 の 両
薬剤 の 細胞内濃度 を正 確 に 測定 す る こ と が 重要と考
え ， 検 討を 進め た ． 今回の 実験か ら， 図 3 ， 4 に 示 す
よ う に 投与 AD M濃度 に 依存 し て細胞内 HpD 濃度が
減少す る こ とが 明 ら か と な っ た ． す な わ ち ． Co wled
らが 用い た A D M濃度20－200jLglml とい う 比較的高
波度域の条件 で は ， 細胞 内 へ の HpD の 取 り込 み が抑
制 さ れ る可能性 も考 えら れ ． 試験 管内に お い て 両者の


























cu r v eoxO
－




Fig． 9． Su r viv al cu r v e s of K K
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Me a n v alue fr o m3 e xpe rim e nts士S ．E．M J
光力学的療法と抗癌化学療法と の 併用 効果
併用効果 を期待す る 為に は ， 今 回我 々 が用 い た比 較的
低 A D M濃度域 の 濃度条件が有用 で あ る こ と が 示 唆
さ れ た 一 ま た 両薬剤 の 投与順序 の 差 に よ る 細胞内
HpD 濃度の 変化を検討 した結軋 く3 君判ンく1君判ンく2
君判 の 順 と な り HpD の 光増感作用 も そ れ と 同 じ順序
で 期待 さ れ る も の と推定 され た ． しか し ， 一 方 に お い
て ， HpD 光増感が革 も期待 し得るく3君判 で は ， 図 5
に示 す よう に ， A D Mの 抗腰瘍効果の 最も 強い 抑制 が
認め られ た 一 す なわ ち ， 蛍光強度 に よ る 細胞内 HpD
の 濃度測定結果 から
，
HpD に よ る光増感作 用 が 期待
され る順位 に 従 っ て A D M の抗腫瘍効果 に 対 す る 抑
制作用 が 予測さ れ た ． す な わ ち ， HpD の 細 胞内取 り
込 み と A D Mの 抗腰瘍効果 に 対 す る 抑制作 用 の 両者
が組み合 わ さ っ て ， A DM お よ び HpD 併 用 に よ る
P D T効果が決定さ れ る も の と 考え ら れ た ． 本研究 に
お い て は ， 光 を 照射 しな い 両薬剤単独の 相互 作用 を検
討す る と 共 に ， レ ー ザ ー 光 照 射 を 行 っ た 場 合 の ，
HpD の P D T， A D M の P D Tお よ び A D M の抗腫瘍
効果 の 併用 殺細胞効果 を検討 した ． そ の 結果， ア ル ゴ
ン色素 レ ー ザ ー 光照射時 に お ける く1群1 お よ び ア ル
ゴ ン レ ー ザ ー 光照 射時 に お ける く1群ン お よ び く3群1
に おい て AD M単独群 お よ び HpD 単独群 に 比 し相乗
的殺細胞効果の 増大が認め ら れ た ． さ ら に ， 今 回 の 実
験 に お い て ， ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光照射 に よ り A D M単
独群に お い て も 光照射量依存性 の 光力学的殺細胞効果
が認め ら れ た ■ す な わ ち ， HpD一 光増 感 に よ る P D T
と A DM の抗腫瘍効果 に 加え ， そ れ 自身蛍光性 を有 す
る A D Mが 光増感剤と し てア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光 に よ
り光励起 さ れ ， 光力学的効果が生ず る こ とが 示 唆さ れ
た ． 今 回 の 実験 か ら 試験管内 に お け る HpD－P D T，
A D M抗癌化学療法 お よ び A D M－P D Tの 併用療法 の
有用 性が 示 唆 され た ． な お
，
こ れ ら の 群 の 中で は特 に
く1群Jが最 も有効で あ っ た ． 以 上 の 結 果か ら ， 今後さ
ら に 有用 な併用 方法が確立さ れ る よ う試験 管内お よ び
生体内 に お ける 研究 を進め る 努力が な さ れ る必 要が あ
る と思わ れ る ．
結 論
A D M と HpD を用 い た P D Tの 試験管内に お け る
K K－47膀胱癌由来培養細胞 に 対す る 併 用 効果 を ， く1
勒 A D M 30分間持続処理 4 時間後 に HpD を 投与 ，
く2群り HpD 30分間持続処 理 4 時間後 に A D Mを投
与， く3 君判 A D Mと HpD の30 分間持続処理投与の 3
群に つ き検討 し ， 以 下の 成績 を得た ．
1 ． 細胞内 A D M の赤色蛍光 は主 と し て 核 を中JL一 に
分布 し てお り ， 細 胞質内 に お い て も軽度 の A D M蛍光
1 H l
を認 めた ．
2 ■ 細胞 内 A D Mの蛍光発光 ス ペ ク トル を測定 し た
結果 ， 588n 皿 を ピ ー ク と し554 お よ び628n m に それ ぞ
れ肩 を有す る 蛍光発光 ス ペ ク トル を認 めた ．
3 一 投与 A D M演度が 上 昇す る に 従 い ， く3葺刑 ンく1
軍制 ンく2軍制 の順で HpD の 細胞内取り込 み は抑制さ れ
た ．
4 ． 光照射前に お い て は HpD は A D Mの 殺細胞効
果 を抑制 し た ．
5 ． 低濃度域 の A D Mお よ び HpD を光増感剤と し
た PD T と A D M単独の抗腰瘍効果に は良好な併用殺
細胞効果 を認 めた ．
6 ■ ア ル ゴ ン 色素 レ ー ザ ー 光照射時のく1群J， ア ル
ゴ ン レ ー ザ ー 光照射時の く1群I お よ び く3群I に お い
て両者 の併用効果 は相乗的と考え られ た ．
7 ． ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 光照射 に お い て は A D M単独
群に お い ても A D Mの 光増感作用 に よ る殺細胞効果
を認め た ．
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T he c e11ular uPtake ofad riamyCinくA D MJ and ahe m atop rphyrin derivative田PDJw asinv esti－
gated uslng a flu ore s c enc e spectr ophoto m eter and KK－4 7blad derc an C er C ellsin vitro． T he flu ores－
C e n C e Of dle Ce11sin c orporah ng AD M was see nin 血e nu cle us andcytoplas m and the e missio npeak
W aS S e e n a t588n m with 2sho ulders at554 and628n m． T nre e typeS Ofc o mbinatio n ofAD M and
HpDi川 A D M followed by HpD treat mentくA D M－ ヰ ー HpDJ，く21HpD fol10 W ed by A D Mtreatmen t
CHpD ヰ A D Ml， andく3lsim ulta ne ous trea m e nt wi hA D Mand HpDくAD M＋HpDl， Wer e St udied
in ter m s ofc ellular uptake andphototoxicity． T he HpD uptake wa slargein the order ofく3回1 5く2J．
The HpD uptake decreased wi ththeincreasing of the A D Muptakein the case ofOJandく2J． n us，
the cytotoxiclty Of A DM wa stho ught tobeinhibited by c ellularlyin corporated HpD，in the order of
く3う坤Iンく21． W he nthe c ells treated wi th the3co mbin ationprocedureswe reirr adiated， thedegr ee of
CytOtOXicity wa shighin the order of川ンく3Jンく21wi也 a n argon－dyelaserく630士5n mJ， O rくりこく3lンく2J
with an argonlaserく4 8．0 and 514．5 n mJ． T he c o mbined cytotoxicitiesin the c ase of川 wi than
argon－dyelaserirradiatio n and in the c ase of川 orく3J wi 也an argonlaserirradiadon， e X C e eded the
CytOtOXiclevels of A DM or HpD b
．
e a n le n t alo ne． Thesere s ultsindic ate thatA D Mtreatm e nL fbl－
lo w edby HpD and photodyn amic therapy m ay be the m ost efftctiv e c ombinationtherap yforbladder
Ca nCerJ 乃VJrrくフ．
